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1. INTRODUCCIÓN 
 
El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC: major histocompatibility complex) 
tanto clase I como clase II, se definen como un conjunto de genes presentes en todos 
los vertebrados. Están ubicados en el cromosoma 7 porcino y su función es la 
codificación de glicoproteínas denominadas antígenos leucocitarios, que participan en 
la presentación de epítopes a las células T, permitiendo así, la activación de procesos 
de la respuesta inmunitaria (1, 2).  
 
El antígeno leucocitario porcino (SLA del inglés swine leucocyte antigen) es una 
molécula codificada por el gen SLA-DRB1, la cual tiene una función importante en la 
respuesta vacunal y en resistencia a enfermedades. En esencia, estas proteínas 
ayudan al sistema inmunitario a diferenciar entre sus propias células y moléculas 
extrañas para asegurar una respuesta capaz de defender al organismo (3). 
 
El gen SLA-DRB1 codifica para la cadena “β” de la molécula SLA clase II del MHC; 
esta, es altamente polimórfica y junto con otras moléculas, actúa en el desempeño de 
presentación de péptidos derivados de antígenos a las células T (3). Dicha 
hipervariabilidad se debe a polimorfismos intra locus extremos e interlocus, incluidos 
los pseudogenes tales como: SLA-DRB2, -DRB3, -DRB4 y -DRB5, que se encuentran 
adyacentes a un DRB1 funcional. A pesar de lo anterior, hay una alta similitud en las 
secuencias de nucleótidos de dichas moléculas, lo cual dificulta la tipificación del gen 
DRB1 (4). Sin embargo, la diversidad de arreglos moleculares es una ventaja de la 
adaptación animal que ayuda a diversificar el repertorio de respuestas inmunes. Un 
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ejemplo de esto se presenta en la region de mayor variabilidad que se localiza en una 
estructura especifica llamada exón II, la cual codifica aminoácidos que forman parte de 
la pared y el suelo del surco de unión al péptido. Por lo tanto, la variación alélica en el 
SLA-DRB1 (exón II) se ha utilizado para comprender el papel de esta variante de loci 
en la resistencia a enfermedades y en la eficacia de vacunas.   
 
En varios países se han realizado estudios en diferentes razas porcinas. Por ejemplo, 
se ha estudiado la caracterización molecular de la diversidad de genes codificantes del 
SLA en la raza Pietrain austriacos (5). Asimismo, se han realizado trabajos en los 
cerdos miniatura en China (2), en cerdos de Yucatán (5), cerdos de raza Yorkshire en 
Canadá (6), cerdos nativos coreanos (24), entre otros (7), que tienen en común la 
caracterización de SLA y/o la caracterización de la diversidad o polimorfismo del gen.  
 
La naturaleza altamente polimórfica del MHC porcino reconoce gran cantidad de 
péptidos antigénicos que son presentados al sistema inmunológico, para generar una 
respuesta que a menudo controla diversas patologías; por tanto, su estudio es un 
tópico importante en la investigación. Se sugiere que la variación genética es 
consistente con las diferencias en la selección artificial y las influencias ambientales, 
ya que, la estructura de la población varía entre poblaciones según su procedencia 
demográfica, así como con presiones selectivas, como la selección artificial y natural 
(8).  No obstante, la selección de razas porcinas para el mejoramiento genético, 
conlleva a la consanguinidad y por consiguiente a la reducción de variabilidad en el 
MHC, lo cual podría disminuir la diversidad genética en una población.   
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Ya que en Colombia no se han realizado tipificaciones o identificaciones de genes 
codificantes del SLA, la presente investigación se enfocó en el MHC clase II (MHC-II), 
específicamente el gen DRB1 en la población de porcinos de la sede el Remanso de 
la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A. Considerando que en 
esta sede la población estudio es derivada de líneas comerciales (en su mayoría 
SuperMom 52 (SM52)) y teniendo en cuenta que en el país no se han realizado 
estudios de análisis de SLA DRB1 (exón II), con este trabajo se realizó una primera 
exploración de este gen con el fin de conocer los polimorfismos presentes en la 
población estudio, ayudando así, a identificar las regiones comunes de reconocimiento 
peptídico que componen el mecanismo de afinidad para el diseño de vacunas. 
 
De acuerdo con la información anterior, se planteó la siguiente pregunta de 
investigación: ¿La población estudio presentara las mismas variantes alélicas para el 
gen DRB1 (exón II) reportadas en la literatura? 
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2. OBJETIVOS 
 
General   
 
Analizar el polimorfismo del gen codificante del antígeno leucocitario porcino (SLA-
DRB1) de las líneas comerciales SuperMom 52 y 410 PIC de la sede Remanso 
U.D.C.A, sede norte de la ciudad de Bogotá D.C.  
 
Objetivos Específicos 
 
1. Analizar el polimorfismo del gen SLA-DRB1 (exón II) en la población de estudio.  
2. Identificar los individuos homocigotos y heterocigotos a partir del análisis de 
secuencias de SLA-DRB1. 
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3. REVISIÓN DE LITERATURA 
 
 
El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC: major histocompatibility complex) 
juega un papel importante en la respuesta de patógenos y control de autoinmunidad. 
Para la defensa, codifican glicoproteínas altamente polimórficas de clase I y II. Por esa 
razón, el MHC es una de las regiones más complejas en el genoma completo de 
mamíferos. Asimismo, Mallard et al (1987) reportaron que el complejo SLA influye en 
varios aspectos del rendimiento reproductivo, como la tasa de ovulación, el tamaño de 
la camada al nacer y el peso al destete (9).    
 
Los genes de la clase I porcina se dividen en dos grupos: clásico y no clásico. Hay seis 
genes clásicos de clase I: SLA-1, SLA-2, SLA-3, SLA-4, SLA-5 y SLA-9 y no clásicos 
SLA-6, SLA-7 y SLA-8. Entre las proteínas codificadas por estos loci, SLA-1, SLA-2 y 
SLA-3 son funcionales y desempeñan un papel en la presentación de antígenos 
peptídicos intracelulares a células T citotóxicas y la activación celular durante la 
inflamación o infección. Específicamente las moléculas de MHC-I presentan péptidos 
endógenos propios y no endógenos a las células T CD8+ (10). 
 
Por otra parte, las moléculas clase II presentan péptidos exógenos a las células T 
CD4+ (1). Sin embargo, la inmunología comparada entre especies es de suma 
importancia conocerla ya que según Charerntantanakul et al (2007) las células CD4+ 
CD8+ porcinas expresan antígenos de MHC-II que no se ven en timocitos CD4 + CD8+ 
humanos. No obstante, debido al tamaño compatible y la posible disponibilidad, los 
cerdos se están desarrollando como donantes de órganos xenogénicos para su uso 
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en humanos (12).  
 
Los cerdos tienen una alta proporción de células T γ δ en sangre periférica a 
comparación de células T α β, que es diferente de los humanos y ratones. Esto se 
debe a que el linaje de células T α β se localizan principalmente en tejidos linfoides 
mientras que los linfocitos T γ δ predominan en la sangre y el epitelio intestinal de los 
cerdos. Asimismo, el antígeno porcino clase II se expresa en todas las células B y en 
células presentadoras de antígenos (13). Lo anterior se evidencia en el estudio 
realizado por Groves et al (1993), en donde se demostró que aproximadamente el 90% 
de los macrófagos porcinos expresan SLA-DR y SLA-DQ para moléculas de MHC-II. 
 
3.1. Mapa cromosómico 
 
El cerdo tiene en cada célula 38 cromosomas (15), en donde el complejo antígeno 
leucocitario porcino (SLA: swine leucocyte antigen) se encuentra cerca del centrómero 
del cromosoma metacéntrico 7 (16). Sin embargo, posteriormente Renard et al (2006) 
y Gao et al (2014) encontraron que el SLA abarca también el centrómero a diferencia 
de lo reportado por Chardon et al (1999). A su vez, el complejo mayor de 
histocompatibilidad clase II (MHC- II) está ubicado específicamente en la banda 7q1.1 
del brazo largo (16). En medida de longitud, sin el centrómero, el complejo SLA cubre 
aproximadamente 2Mb de ADN. Aunque, hace muchos años se habían identificado 
125 alelos de los genes SLA clase I y 164 alelos de los genes SLA clase II (18), en el 
año 2016 se definieron 223 alelos para clase I y 212 para clase II (19). Actualmente, 
según la base de datos IPD-MHC se definieron 216 alelos de clase I y 213 para clase 
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II (http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/sala).  
 
Las moléculas clase II están formadas por una cadena “α” de aproximadamente 33-35 
kDa, unida no covalentemente a una cadena “β” de aproximadamente 27-29 kDa 
(Actual base de datos de Immuno Polymorphism de SLA (IPD-SLA) 
http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/sala). Los anteriores, son genes pertenecientes a dos de 
las cinco familias de antígenos de clase II: DR (Figura 1), DQ y por otra parte DP, DM 
y DO. De hecho, en la cadena “α” el antígeno SLA-DR es más ácido y ligeramente más 
grande que los antígenos SLA-DQ; además se expresan más abundante que el 
segundo en las células T (14).  
 
Figura 1. Cristalografía del SLA-DR. Letra P1,4,6,7,9, hace referencia a los diferentes Pockets o bolsillos 
encontrados en la figura 3D.  
 
Según el estudio realizado por Chardon et al (1999), mediante Southern blot de los 
genes clase II en cerdos, se componen de una única secuencia DRA monomórfica, 
uno o dos DQA y varias secuencias DQB y DRB polimórficas. Estos hallazgos son 
confirmados en cerdos miniatura, domésticos y el jabalí. La secuencia de la cadena 
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DR comprende 229 residuos de aminoácidos que incluyen dos dominios 
extracelulares, el dominio transmembrana y el dominio citoplasmático. A su vez la 
secuencia DQA codifica 231 aminoácidos, DRB codifica 229 y DQB 237. Para las 
familias DR y DQ encontraron en un estudio realizado por Essler et al (2012), en razas 
Pietrains austriacos, ocho grupos de alelos SLA-DRB1, nueve SLA-DQB1 y cinco 
grupos de alelos SLA- DQA. Asimismo, se encontraron siete haplotipos Lr-0.1, 0.12, 
0.13, 0. 19ª, 0.23, 0.24 y 0.25, reflejando así, que más haplotipos clase II que clase I 
observados en el Pietrain también fueron compartidos por otras poblaciones porcinas, 
incluyendo Large White, Hampshire, Meishan, Duroc, Hanford, entre otras (17). 
   
Por otra parte, SLA- DRw se expresa en poblaciones CD4- CD8+ así como también 
en CD4+ CD8+, pero está prácticamente ausente en subpoblación CD4+ CD8-. 
Adicionalmente, se identifica un progenitor putativo con el fenotipo MHC II (SLA-DRw)+ 
CD4hi CD8hi en timocitos porcinos. Esta distribución inusual de la expresión de 
antígeno MHC II en cerdos implica que los linfocitos T CD8+ pueden reconocer 
péptidos antigénicos por sus moléculas MHC I a MHC II-CD4+, y de este modo inician 
una respuesta de linfocitos T (20).  
 
3.2. Variabilidad  
 
Según Gimsa et al (2016), la heterogeneidad del MHC permite la presentación de una 
amplia gama de antígenos a los linfocitos T, garantizando una respuesta inmunitaria 
eficaz a diversos patógenos. No obstante, Burgara-Estrella et al (2013) encontraron 
que los cerdos que no respondieron a la infección por el virus del síndrome respiratorio 
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reproductivo porcino (PRRSV) con la producción adecuada de interferón gamma 
fueron en su mayoría homocigotos para sus haplotipos SLA clase I y II. Sin embargo, 
el número de cerdos examinados no fue suficiente para establecer una clara 
correlación, por ende, demostrar que la variabilidad genética influye en la capacidad 
de respuesta por parte del sistema inmune hacia una enfermedad requiere de más 
estudio al respecto.   
 
El polimorfismo es un problema artificial común en la genotipificación de genes SLA 
acompañado de la dificultad de obtener una amplificación completa y consistente de 
un locus específico debido a los polimorfismos. Lo anterior se ve reflejado en la 
tipificación de SLA-DRB1 donde hay cuatro pseudogenes conocidos, SLA-DRB2, -
DRB3, -DRB4 y -DRB5, adyacentes a un DRB1 funcional. Sin embargo, este gran 
polimorfismo es esencial para que el sistema inmune monte una respuesta de defensa 
adecuada y específica para cada patógeno (22). 
 
3.3 Métodos de identificación  
 
Las técnicas comúnmente más usadas para la detección de epitopes de MHC son 
anticuerpos policlonales o monoclonales identificados mediante la aloinmunización, 
ELISA e inmunoblot. Las lectinas radiomarcadas, tales como como ConA 
(Concanavalina A)  y  LcH (Lectina de lentella) para investigar la estructura de la 
cadena lateral de carbohidratos en las preparaciones de glucoproteína; son claramente 
posibles de usar. Lo anterior se debe a que las cadenas ligeras (β) de los antígenos 
HLA-DR poseen una única cadena lateral de oligosacáridos de tipo complejo ligando 
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N, mientras que las cadenas pesadas (α) portan dos restos de carbohidrato, una 
estructura de tipo complejo unido por N análoga a la de la cadena ligera, y la otra una 
estructura de tipo humano sensible a Endo H (23).  
 
No obstante, los métodos de tipificación de locus individuales mediante el uso de PCR 
genómica, seguido de la secuenciación directa para la tipificación de alta resolución de 
SLA- DQA, SLA-DQB1 y SLA-DRB1, tienen importantes ventajas entre las que se 
incluyen, la cobertura alélica completa sin requisitos de diversidad alélica preexistente, 
uso de ADN genómico y eliminación de los pasos de clonación, su aplicación a 
muestras de campo sin mucha dificultad. La investigación realizada por Le et al (2015) 
evidenció que la PCR multiplex con la utilización de más de dos cebadores fue capaz 
de tipificar tres genes de clase II (DQA, DQB1 y DRB1) y caracterizar ampliamente los 
haplotipos (veinte y seis) de los genes SLA clase II y tres nuevos haplotipos (24).  
 
Se han descrito otros métodos basados en biología molécular para tipificar alelos SLA, 
que incluyen la reacción en cadena de la polimerasa inversa (RT-PCR del inglés 
Reverse transcription polymerase chain reaction), tipaje basado en secuencias (SBT 
del inglés sequence-based typing), cebadores específicos de secuencia de PCR (PCR-
SSP del inglés sequence specific priming polymerase chain reaction), longitud de 
fragmentos de restricción de PCR polimorfismo (PCR-RFLP) y marcadores de 
microsatélites (MS). El método RT-PCR SBT es el medio más directo y preciso para 
definir la diversidad de SLA y el método PCR-SSP es rápido, eficaz y eficiente para 
describir los alelos conocidos de SLA (2). Otro método es el PCR-SSOP luminex para 
la tipificación de genes altamente polimórficos como los dos loci de SLA clase II; DRB1 
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y DQB1 (3). 
 
En un estudio realizado a treinta y cinco cerdos de 3-6 meses de edad con muestras 
de sangre venosa, se caracterizaron los alelos SLA-DRB1 mediante la técnica RT-PCR 
(con el ARN total) utilizando cebadores oligo d(T) (invitrogen). Una región de 
codificación SLA-DRB1 específica se amplificó con ADN polimerasa usando una 
concentración final de 3 mM de MgCl2 y temperatura de hibridación a 55 ° C. Los 
productos de PCR se extrajeron en gel con el kit de extracción de gel QIAquick y los 
productos de PCR purificados se clonaron usando el kit de clonación PCR TOPO® 
Zero Blunt® (Invitrogen) (6). 
 
Un estudio similar fue el realizado por Thong et al (2011) donde utilizaron 415 cerdos 
de 7 razas diferentes (duroc, yorkshire, landrance, entre otros). De estos se sustrajo 1 
ml de sangre periférica o 0.5g de tejido auricular y con estas muestras se desarrolló un 
método de tipado basado en la secuencia genómica (GSBT) y PCR con ADN 
genómico. Para esta técnica molecular se utilizaron los cebadores SLADRBi1F22 y 
SLADRBi2R17 y los perfiles de ciclado consistieron en una desnaturalización inicial a 
95°C durante 5 min seguido de 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 67°C, 1 min a 72°C 
y un 5 extensión mínima final a 72°C. Los productos de PCR se confirmaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampón Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X. El gel 
se tiñó con bromuro de etidio y se visualizó bajo luz ultravioleta (UV). Posteriormente, 
se extrajeron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) para extraer el 
ARN total y realizar la técnica de (RT)- PCR. Esta técnica fue utilizada para eliminar 
amplificaciones de pseudogen, permitir el análisis de la secuencia completa del exón 
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SLA-DRB1 y para un genotipado completo de todos los alelos (22). 
 
En otro estudio realizado por Gao et al (2014) se utilizó la técnica RT-PCR con 20 
cerdos miniatura chinos extrayendo el RNA a partir de monocitos circulantes en 
sangre, para poder lograr la síntesis de cDNA. A partir de las secuencias obtenidas, 
se diseñaron cebadores específicos. Posteriormente, se extrajo ADN a partir del tejido 
de la oreja de 281 animales incluyendo los 20 anteriores y utilizando los cebadores 
diseñados, se realizó la PCR-SSP. Para esta PCR se realizó una desnaturalización 
inicial a 94ºC durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 
segundos a 50ºC y 3 minutos a 72ºC y una extensión final a 72°C durante 30 min. 
Como resultado, se obtuvo la amplificación de varios alelos de diferentes haplotipos 
tal como se muestra en la figura 1 (2). 
 
 
Figura 2. PCR-SSP.  La banda de 516 pb corresponde a los controles internos positivos (ACTIN 1) para verificar 
la amplificación adecuada. Las bandas que se encuentran en la parte de abajo en A, en los carriles 3, 5, 10, 12, 14, 
18, 24, 29 y 30 indican que la muestra es positiva para el alelo SLA Hp-70.5b / BM2.37. En los carriles 4, 6-9, 15, 
20, 22, 23, 25, 26, 27, 28 y 29 en la figura B se amplifico el alelo SLA Hp-35.6 / BM3.10b. El control negativo 
está ubicado en el carril 1. Tomada de Gao et al (2014). 
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Para tipificar tres genes SLA clase II, le et al (2015) utilizaron ADN extraído de la oreja 
de 31 cerdos de raza Landrace x Large white. Se utilizó la técnica de PCR multiplex 
con los cebadores DQAi1F3, DQB1F-119, DRB1F-22. El perfil de amplificación 
consistió de una desnaturalización inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 1 
min a 95°C, 1 min a 65°C, 1 min a 72°C y 5 min de extensión final a 72°C. Los productos 
de PCR fueron separados por pesos mediante electroforesis como se muestra en la 
figura 2 (24). 
    
 
Figura 3. PCR Multiplex. Se muestra la amplificación de SLA- DQA con banda específica de 898 bp, DQB1 de 
478 bp y DRB1 de 364 bp. Estos fueron amplificados de muestras con diferentes haplotipos de SLA clase II. Líneas 
2 a 4 son amplificadas de genes SLA clase II usando locus individuales de PCR y las líneas de 5-10 son productos 
de la amplificación simultanea de tres genes SLA- clase II de muestras correspondientes a diferentes haplotipos. 
(Tomada de Lee et al (2015) 
 
 
 
 
 
 
 
 
19 
 
4. MATERIALES Y METODOS 
 
  
4.1. Lugar de estudio 
 
La investigación con fines académicos se realizó en la producción porcina de la 
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, sede “El Remanso”, 
ubicado en la calle 222 #55-37 al norte de la ciudad de Bogotá D.C.  
4.2. Tamaño de muestra  
 
Se tomó el total de la población porcina conformada de seis hembras adultas de la 
línea SuperMom 52 (SM52), dieciocho lechones de la línea 410 PIC, seis cerdas 
de reemplazo y un macho recelador de cruce SM52 x 410 PIC para un total de 31 
animales. El ADN genómico fue extraído a partir de sangre entera periférica ya que 
en ese momento era el material disponible con el que se contaba. Dicho protocolo 
de manejo animal fue sometido y aprobado por el comité de Bioética de la 
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A para su evaluación y 
aceptación (Anexo 1). 
4.3. Análisis de muestras 
 
 
4.3.1. Toma de muestra 
 
 Se tomo sangre de la vena auricular, la cual se preservo en tubos con EDTA 
y refrigeración hasta el proceso de extracción, tal como lo muestra la figura 3. 
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Figura 4. Toma y almacenamiento de las muestras sanguíneas. Se tomo sangre venosa de ramas de la 
vena auricular en tubos tapa lila (con anticoagulante). Se refrigeraron a -4°C y posteriormente a -20°C. 
  
El total de la población fue muestreada y se clasificaron de acuerdo con su 
línea comercial, sexo, y etapa reproductiva, tal como se muestra en la tabla 1. 
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Tabla 1. Información de la población porcina sede El remanso 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.2.  Proceso de extracción  
 
Se extrajo ADN genómico mediante el kit ilustra blood genomicPrep Mini Spin 
Kit. Para este caso se realizó un tratamiento previo para obtener el pellet de 
células, y posteriormente se tuvo en cuenta el proceso recomendado por la 
casa comercial tal como se muestra en la figura 4. 
Variables  Número de 
individuos 
Estado Productivo 
      H. reemplazo                                    
      Reproductoras/or 
      Lactancia 
      Precebo  
    
 
 
6
 
        7 
 
        7 
 
        11 
Raza  
      SuperMom 52                            
 Cruce SM52 x 410 PIC 
       Línea 410 PIC 
 
 
12
 
        1 
 
        18 
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Figura 5. Extracción y cuantificación del DNA 
 
Una vez extraído el DNA se realiza su cuantificación en µg/µl mediante el 
Thermo µDrop scientific, el cual, mediante la técnica de fotometría, cuantifica 
el DNA. Posterior a esto, se realiza la técnica de electroforesis en gel de 
agarosa la cual se muestra en la figura 5.  
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 
 
4.4. Tipificación de SLA-DRB1 por método de PCR convencional  
 
Los pares de cebadores seleccionados para realizar este estudio fueron 
reportados por la literatura como se muestra en la tabla 2. 
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Tabla 2. Lista de cebadores SLA y α- actin 
 
Locus  Nombre 
de 
cebadores 
Secuencia primer forward y 
reverse 
Tamaño 
del 
producto 
T° de 
anillamiento 
Referencia  
SLA 
DRB1 
 
 
 
 
α 
ACTIN 
SLA - F 
 
SLA – R 
 
 
SLA-FMIX 
 
 
 
SLA- RMIX 
 
 
 
α actin- F 
 
α actin- R 
GGGCGAATCCTTGGGGAGC 
 
ACACACACTCTGCCCCCCG 
 
 
GTCCACGCAGCGCATTTCTT 
 
 
 
ACACACACTCTGCCCCCCG 
 
 
 
 
ATGTGTGACGAAGACGAG 
 
GCACGTTGAAGGTCTCAAA 
700 pb 
 
 
328 pb              
 
 
 
498 pb 
68.2° C 
 
 
68.2°C 
 
 
 
61°C 
Luetkemeier et 
al, 2009 
Ando et al, 
2011 
Luetkemeier et 
al, 2009 
 
Liu et al, 2015 
  
 
Un total de 31 animales fueron tipificados por el método de PCR convencional 
usando el ADN extraído de las muestras sanguíneas. Se utilizó los cebadores 
del gen α- actin como control interno de la PCR. La tipificación fue realizada en 
10µl de volumen de reacción para cada PCR, conteniendo 5 µl de 2X Kodaq 
PCR MasterMix (Applied Biological Materials Inc., Bogotá, Colombia), 1.4 µl de 
H2O libre de DNAsas y RNAsas, 0.37 µl de cada primer (0.3 µM) y 3µl de DNA. 
Un control negativo de reactivos (CR) fue realizado para cada PCR sin DNA 
para comprobar una posible contaminación. Las condiciones de ciclado 
consistieron en una incubación inicial de 94°C por 3 min, seguido por 34 ciclos 
de 94°C por 30s, 68.2°C para los pares de cebadores de SLA DRB1 y 61°C 
para el par de α Actin por 30s y 72°C por 1 min, y una incubación final de 72°C 
por 5 min. Los productos de PCR fueron amplificados mediante electroforesis 
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en 1.5% de gel de agarosa con 1X de TAE y reactivo SYBR® Safe Gel Stain. 
La visualización se realizó bajo rayos UV. La interpretación de los resultados 
fue basada en la presencia de productos de PCR específicos del tamaño 
esperado. 
 
A las muestras que cumplieron con los parámetros deseados se les realizo 
PCR convencional en 25µl de volumen de reacción para cada muestra, 
conteniendo 12 µl de 2X Kodaq PCR MasterMix (Applied Biological Materials 
Inc., Bogotá, Colombia), 11 µl de H2O libre de DNAsas y RNAsas, 0.37 µl (0.3 
µM) de cada primer y 3µl de DNA. Un control de reactivos fue realizado para 
cada PCR sin DNA para comprobar una posible contaminación (CR). Las 
condiciones de ciclado fueron las mismas descritas anteriormente.  
 
Posteriormente, todos los productos amplificados por PCR convencional se 
purificaron con el kit DNA Clean & Concentrator TM – 25 (Zymo Research), y los 
productos de PCR se enviaron a secuenciación. Lo anterior fue realizado por 
la empresa Macrogen, ya que, cuentan con un método de lectura de genoma, 
ensamblaje de secuencias y análisis de la secuencia del genoma completo, 
mediante el método de SANGER. 
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4.5. Análisis de secuencias  
 
 
Las secuencias recibidas de los análisis hechos en la empresa Macrogen se 
depuraron para seleccionar la región de análisis; de acuerdo a la secuencia de 
referencia (alelo DRB1*0101). Esto fue con el fin de compararla con los alelos 
SLA publicados en la base de datos de secuencia IPD-MHC SLA 
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/ mhc / sla /). 
 
Una vez obtenidas, las secuencias fueron analizadas en el programa CLC 
Genomics Workbench 3 para obtener las secuencias consenso. Se considero 
que un individuo era homocigoto si a lo largo de la secuencia no presentaba en 
ninguna posición más de 1 nucleótido. Por el contrario, se consideró que un 
individuo era heterocigoto si en más de una posición presentaba más de uno.  
Los nucleótidos de las secuencias de individuos heterocigotos fueron 
designados mediante el sistema IUPAC (Union Intenacional de Química Pura 
y Aplicada). 
 
Posteriormente, mediante técnicas bioinformáticas como lo son el software 
BLAST en NCBI y Muscle (Multiple Sequence Aligment), se analizó la 
homología de las secuencias obtenidas con las secuencias de referencia de 
alelos SLA publicados en la base de datos de secuencia IPD MHC SLA 
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/ mhc / sla /) de SLA DRB1.    
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4.6. Análisis estadístico 
 
Se analizaron los resultados mediante estadística descriptiva y se determinó el 
porcentaje de animales heterocigotos y homocigotos.   
 
Como proceso adicional a los objetivos planteados, se tuvo la oportunidad de confirmar 
la identificación de alelos en individuos heterocigotos, y para esto, se realizó una 
aproximación al proceso de clonación celular  mediante la utilización del vector pELMO 
(FIDIC, Colombia) y células de Escherichia coli JM109 (Promega) competentes. 
 
4.7. Proceso de clonación 
 
4.7.1. Extracción de vector pELMO  
 
A partir de la colonia bacteriana Puv ccdB 6 almacenada a -80°C que contiene 
el vector pELMO de 3306 pb (figura 6), se realizaron inóculos de colonia en 
medio Luria-Bertani (LB), los cuales se dejaron creciendo en movimiento 
continuo (shaker) durante 16 horas a 37°C a 250 rpm. Posteriormente, se 
realizó la extracción de plásmido bacteriano mediante el kit Zyppy ™ Plasmid 
Miniprep Kit (Zymo Research). 
 
 
Figura 7. Estructura del Vector pELMO. Nota: Amp: gen resistente a ampicilina. LacZ gen que 
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contiene el sitio múltiple de clonaje y el gen letal ccdB.  Ramos et al., 2017 
 
 
 
4.7.2. Digestión o corte enzimático 
 
Se realizó corte enzimático únicamente al vector con la enzima SmaI 
(BioLabs, England), la cual es una endonucleasa de restricción. La reacción 
se realizó en un volumen final de 50 µl, conteniendo 5 µl de NEBuffer en 
concentración final de 1X, 10 unidades (1 µl) de enzima SmaI, 1.5 µg de vector 
y por último se llevó al volumen final con agua DNasa RNasa free. Las 
condiciones para el termociclador fueron las recomendadas por la casa 
comercial: 25°C por 12 horas y 65°C por 20 min.  
 
4.7.3. PCR convencional  
Se realizó PCR para cada individuo heterocigoto con el fin de obtener el 
inserto de DNA a clonar. En esta se utilizaron los cebadores SLA MIX del gen 
SLA DRB1. Esta fue realizada en 25µl de volumen de reacción, conteniendo 
12.5 µl de 2X Kodaq PCR MasterMix (Applied Biological Materials Inc., 
Bogotá, Colombia), 4.64 µl de H2O libre de DNAsas y RNAsas, 0.37 µl (0.3 
µM) de cada primer y 6µl de DNA. Un control de reactivos fue realizado para 
cada PCR sin DNA para comprobar una posible contaminación (CR). Las 
condiciones de ciclado fueron las mencionadas en la sesión 4.4. 
 
4.7.4.  Purificación del vector y producto de PCR 
La purificación se realizó con el kit Wizard ®SV Gel and PCR Clean-up 
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System (Promega, USA). Para el producto de PCR fue de acuerdo a las 
instrucciones de la casa comercial, y para el vector, fue a partir de corte de 
banda en gel de agarosa de bajo punto, siguiendo las mismas instrucciones. 
 
4.7.5. Ligación enzimática   
Se realizó la unión del DNA o inserto al plásmido mediante la enzima T4-ligasa 
(Invitrogen). La reacción se realizó en un volumen final de 10 µl, conteniendo 
1 µl de Buffer, 0.5 µl de enzima T4. El volumen de vector e inserto fue 
determinado por la formula recomendada por la casa comercial RoboKlon 
(figura 7). Luego, se mezcla suavemente y se lleva al volumen final con agua 
libre de DNasa RNasa. Las condiciones para el termociclador fueron: 30 
segundos a 10°C y 30 segundos a 30°C por 12 horas y 65°C por 20 min.  
 
 
Figura 8. Fórmula para ligación enzimática. Formula, explicación con ejemplo y significado de cada 
sigla. ROBOKLON GMBH (Germany). 
  
4.7.6. Transformación 
En este proceso se introdujo el material genético exógeno en células JM109 
competentes de E.coli Para ello, se utilizó 100 µl de KCM (0.5 M KCL, 0.15 M 
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CaCl2, 0.25 M MgCl2), 100 µl de células JM109 y 5 µl de producto de ligación. 
Se produjo un choque térmico de: 20 min a 4°C, 1min 30 seg a 42°C y 2 min 
a 4°C. Seguido a esto, se adiciono 250 µl de SOC (Medio enriquecedor 
nutritivo) y se dejó crecer en Shaker a 37°C 250 rpm durante 1 hora. 
Posteriormente, se centrifugo a 3000 rpm durante 5 minutos. Se sembraron 
aproximadamente 80 µl de células en placas de Petri que contenian medio LB 
(20 ml) + ampicilina (100 µg/ml). Adicionalmente se manejó un control de 
células para descartar posibles contaminaciones. Su periodo de incubación 
fue a 37°C durante 12-16 horas.  
 
4.7.7. PCR de colonia  
Esta fue realizada en 10µl de volumen de reacción, conteniendo 5 µl de 2X 
Kodaq PCR MasterMix (Applied Biological Materials Inc., Bogotá, Colombia), 
3.6 µl de H2O libre de DNAsas y RNAsas, 0.2 µl (0.2 µM) de cada primer y 
>1ng de colonia recombinante. Las condiciones del termociclador fueron ya 
mencionadas anteriormente.  
 
4.7.8. Purificación de plásmido recombinante  
Cada colonia positiva se dejó crecer en medio LB a 37°C durante 12-16 horas 
en movimiento continuo (Shaker) para aumentar su celularidad. Después de 
este tiempo, se extrajeron los plásmidos de cada clono mediante el kit Zyppy 
™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research). Finalmente, un mínimo de 5 clonos 
por individuo heterocigoto fueron enviados a la empresa Macrogen para 
secuenciar.  
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En la figura 8 se muestra el proceso ilustrativo de la clonación celular (lo que 
sucede durante los procesos). 
 
Figura 9. Resumen visual del proceso de clonación celular. Google Images: 
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=H6npW9L6L8jz5gL-
mZDwAw&q=clonacion+molecular&oq=clonacion+molecular 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. ADN genómico  
 
5.1.1. Cuantificación  
 
La cantidad de DNA (ng/µl) y la relación entre las longitudes de onda 260/280, 
se muestran en la tabla 3.  
Tabla 3. Cuantificación de ADN 
             
Muestra  260/280 a, b, c ng/µl  Muestra  260/280 a, b, c ng/µl 
1 1,67 437  B3 3,35 124 
2 1,63 319  B4 25,50 76,5 
3 1,25 233  B5 4,96 69,5 
4d 1,22 252,5  B6 1,28 343,5 
5d 1,01 666,5  B7 1,56 628,5 
6 1,67 437  C1 1,15 303,5 
7 1,63 319  C2 1,14 273,5 
8 1,03 407,5  C3 1,33 256,5 
9 1,05 546,5  C4 1,22 279,5 
10 1,16 253  C5 1,62 423,5 
11 1,61 218  C6 1,60 437,5 
12 1,70 210,5  C7 1,80 518 
13 2,03 165,5  C8 3,24 495,5 
B1 2,08 55  C9 1,76 338,5 
B2 1,72 108,5  C10 2,12 387,5 
    C11 1,05 273,5 
 
a Longitud 260: Confirma la presencia de ácidos nucleicos; b Longitud 280: Identifica la presencia de 
proteínas. c Relación 260/280: Se categorizan los siguientes rangos: 1.8 -2: calidad óptima de DNA, 1 – 
1.5: posible degradación de ADN 
 d Segunda o más extracciones de DNA  
 
Como la relación entre longitudes no fue óptima para la mayoría de los casos 
(74% de las muestras) y solamente el 25.8% de las muestras fueron optimas, se 
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procede a confirmar la presencia de DNA mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1.5% de las muestras 1- C11, como se muestra en la figura 9 y 10. 
A 
 
Figura 10. Electroforesis de ADN genómico muestras 1-13. Muestras de cerdas adultas y de reemplazo. 
En todas las muestras (1-13) se extrajo DNA. En la primera extraccion de las muestras 4 y 5 se observa 
una banda menos marcada. Sin embargo, en la segunda extraccion de esas muestras se evidencia un 
mayor marcaje.  
 
Figura 11. Electroforesis de ADN genómico muestras C1-C11. Muestras lechones en lactancia (B1-B7) 
y lechones en precebo (C1-C11). En todas las muestras se extrajo DNA.  
 
5.2. Amplificación del SLA-DRB1 (exon II) y α Actin 
 
La PCR del gen DRB1 realizada con el primer juego de cebadores (SLA F y R) 
amplifico fragmentos a 700pb de las muestras 1-13. Sin embargo, al comenzar a 
evidenciar problemas con estos cebadores, se decidió utilizar el segundo juego 
(SLA F y R MIX) para las muestras restantes (B1-C11), los cuales amplificaron 
fragmentos de 328 pb. El α- actin se utilizó en las muestras que no amplificaban 
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con la PCR para evidenciar la presencia de DNA en la muestra. Con este juego de 
cebadores se amplificaron fragmentos de 498 pb. (Figura 11 y 12). 
A 
 
B 
 
Figura 12. Electroforesis de producto de PCR. Amplificación de DRB1 con cebadores SLA F, R por 
PCR (700 pb) en todas las muestras (1-13), la numero 4 con inespecificidades (Mx4) nótese en A. 
Amplificación de DRB1 con cebadores SLA MIX (328 pb) en todas las muestras (B1-C11) en B. Nota: 
Mbp: Marcador DNA 50 bp; CR: Control de reactivos. 
 
Se realizo la amplificación de la muestra 4 con el control positivo α-Actin, con el fin 
de verificar un correcto proceso de extracción de ADN. Por lo tanto, se decidió 
utilizar el juego de cebadores del α-Actin y SLA-F-R MIX para corroborar lo 
anteriormente mencionado. En la figura 12, se muestra las bandas a la altura 
deseada utilizando estos dos juegos de cebadores. 
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A                                                               B 
                                        
Figura 13. Producto de PCR con cebadores α actin y SLA MIX. A: Amplificación de α Actin por PCR 
con 498 bp con la Mx 4. B: Banda a la altura de 328 pb con cebadores SLA MIX. Nota: Mbp: Marcador 
DNA 50 bp; CR: Control de reactivos.    
 
5.3. Determinación de homocigotos y heterocigotos 
 
5.3.1. Secuencia consenso 
 
Los productos de PCR fueron purificados y enviados a secuenciar. Una vez 
obtenidas las secuencias, se procede a tener la secuencia consenso. Como 
ejemplo, en la figura 13 se muestran dos de las 31 secuencias obtenidas. La 
primera es la obtenida a partir de los cebadores SLA-F, R (700 pb) de la muestra 
1 (Mx1) que corresponde a un individuo homocigoto, y la segunda es la muestra 
3 (Mx3) que corresponde a un individuo heterocigoto. Tanto las dos secuencias 
ejemplo como las de los otros individuos fueron alineadas con la secuencia del 
alelo DRB1*0101 (exón II) de 270 pb reportada en la base de datos IPD-MHC.  
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A 
 
B  
 
 
 
Figura 14. Electroferograma de las secuencias consenso. A: Electroferograma con secuencia consenso 
de la muestra, una región 1 exón II (270 pb). Nombre de muestra y de cebadores son indicados a la 
izquierda. B: Electroferograma con secuencia consenso de la muestra 3 (Mx3), denominación de 
nucleótido mediante el sistema IUPAC. Nótese que en A (homocigoto) los picos son solamente uno en 
todas las posiciones de la secuencia; en cambio, en B (Heterocigoto) hay dos picos en 5 diferentes 
posiciones de la secuencia Nota: Consensus: Secuencia consenso; Conflict: conflicto. Pico verde: 
Adenina, Pico rojo: Timina, Pico azul: Citosina, Pico negro: Guanina    
 
Se obtuvieron una totalidad de 31 secuencias referentes a los 31 individuos 
muestreados. Se realizo la alineación de cada una con su primer forward y 
reverse, y por complementariedad se logro obtener la secuencia del Exón II. En 
individuos heterocigotos se resolvieron las ambigüedades mediante el sistema 
IUPAC. Los conflictos presentados son las diferencias en posiciones de 
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nucleótidos entre la secuencia consenso y la secuencia del alelo. Las 
secuencias de todos los individuos se muestran en el Anexo 2. 
 
5.4. Identificación de alelos  
  
 
En la tabla 4 se muestra la analogía y alineación de las secuencias obtenidas 
con las reportadas en la literatura mediante el programa Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST). Asimismo, se muestran los individuos homocigotos y 
heterocigotos de acuerdo al análisis realizado mediante observación de 
secuencias.  
Tabla 4. Analogía de secuencias 
 
# Muestra Individuo Query 
cover 
Identidad Alelo # Acceso 
SLA 1 
SLA 2 
SLA 3 
 
SLA 4 
SLA 5 
 
SLA 6 
 
SLA 7 
SLA 8 
SLA 9 
SLA 10 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Homocigoto 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
100% 
 
100% 
 
93% 
 
93% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
92% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
100% 
95% 
95% 
100% 
92% 
92% 
96% 
94% 
100% 
100% 
100% 
100% 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*02:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*06:01 
 
DRB1*01:02 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*02:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*01:02 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*01:02 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754592.1 
 
KU754600.1 
 
KU754595.1 
 
EU432076.1 
 
KU754592.1 
 
KU754592.1 
 
KU754600.1 
 
KU754592.1 
 
KU754600.1 
 
EU432076.1 
 
KU754600.1 
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SLA 11 
SLA 12 
SLA 13 
 
SLA B1 
SLA B2 
SLA B3 
SLA B4 
SLA B5 
SLA B6 
SLA B7 
SLA C1 
 
SLA C2 
 
SLA C3 
 
SLA C4 
SLA C5 
 
SLA C6 
SLA C7 
SLA C8 
 
SLA C9 
 
SLA C10 
SLA C11 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Homocigoto 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Heterocigoto 
 
 
 
Homocigoto 
 
Homocigoto 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
99% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
 
100% 
100% 
90% 
89% 
100% 
100% 
100% 
100% 
100% 
100% 
100% 
94% 
95% 
97% 
95% 
93% 
94% 
100% 
96% 
95% 
100% 
100% 
94% 
93% 
96% 
95% 
99% 
100% 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*01:02 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*01:01 
 
DRB1* 02:01 
 
DRB1*01:01 
 
DRB1*10:01:02 
 
DRB1*01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*02:01 
 
DRB1*01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*01:01 
 
DRB1*02:01 
 
DRB1*01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
KY884330.1 
 
KY884330.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
GU263817.1 
 
KU754592.1 
 
GU263817.1 
 
KY884330.1 
 
GU263817.1 
 
KU754600.1 
 
KU754592.1 
 
GU263817.1 
 
KJ776456.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
 
GU263817.1 
 
KU754592.1 
 
GU263817.1 
 
KU754600.1 
 
KU754600.1 
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Analogía y alineación de secuencias con BLAST. Nota: Query cover: cobertura de consulta; 
# Acceso: Numero de búsqueda en la plataforma BLAST.  
 
 
 
5.5. Análisis estadístico 
 
El porcentaje de animales homocigotos y heterocigotos de la población El 
remanso, se muestra a continuación.  
 
Tabla 5 Distribución en porcentaje 
Individuos Homocigotos Individuos Heterocigotos 
67.74 % 32.25% 
 
El 67.74% del total de individuos muestreados son homocigotos, es decir, 
poseen un único alelo en una posición.  
 
A su vez, se muestra en la tabla 5 los alelos encontrados en la población 
estudio, la frecuencia de cada alelo en la población total, las razas porcinas en 
donde se han encontrado cada alelo según estudios publicados y no 
publicados. Evidenciando asi, que el alelo DRB1*10:01:01 obtuvo una 
frecuencia del 58.52%, es decir, una aparición en 24/31 animales. Seguido del 
DRB1*01:01 con una frecuencia del 14.63%.   
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Tabla 6. Distribución de los alelos en la población de la sede El Remanso 
Alelos encontrados en la población Remanso y encontrados en diferentes razas según la literatura. Nota: 
* Frecuencia del alelo en la población total de la sede El remanso. # Acceso: Numero de búsqueda en la 
plataforma BLAST.  
 
Los resultados adicionales a los encontrados anteriormente, en cuanto a la 
identificación de alelos en individuos heterocigotos a través del proceso de clonación 
celular, fueron los siguientes:  
 
 
5.6. Clonación de SLA-DRB1 (exón II) en vector pELMO 
 
Los individuos heterocigotos (en total 10) clonados fueron: 3, 5, 6, 13, C1 (21), 
C2 (22), C3 (23), C5 (25), C8 (28), C9 (29).  
 
5.6.1. Extracción de vector pELMO 
 
En la figura 14 se muestran las extracciones de plásmido (pELMO) en 
concentraciones que variaban de acuerdo a la cantidad de células inoculadas y 
Nombre del alelo Frecuencia 
del alelo*  
      Raza    # Acceso        Referencia  
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:01:02 
 
DRB1*01:01 
 
 
DRB1*01:02 
 
 
 
 
DRB1*02:01:01 
 
DRB1*06:01 
 
58.52% 
 
2.43% 
 
14.63% 
 
 
9.75% 
 
 
 
 
12.18% 
 
2.43% 
 
 
Large White 
 
Jabalí  
 
Berkshire, 
Duroc, otros 
 
Líneas 
celulares 
PK-15, 
MPK, otras 
 
Landrace  
 
Landrace   
 
KU754600.1 
 
KY884330.1 
 
GU263817.1 
 
 
EU432076.1 
 
 
 
 
KU754592.1 
 
KU754595.1 
 
 
 
    Gao et al. Unpublished 
 
Arbanasic et al. Unpublished 
 
    Thong et al. 2011 
 
 
    Ho et al. 2009 
 
 
 
 
    Gao et al. Unpublished  
 
    Gao et al. Unpublished  
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al protocolo de extracción.  
 
 
Figura 15. pELMO extraído.  Bandas a la altura de 3306 pb (pELMO extraído). Con mayor 
concentración de vector la muestra viaja más en el gel. Nota Pelmo extraído: Vector pELMO; Mpb: 
Marcador de 1Kb; 1,2,3: diferente extracción de vector 
 
Las concentraciones de cada muestra de pELMO fueron cuantificadas a través 
del sistema µDROP en MultiSkan GO, tal como se muestra en la tabla 6. 
 
Tabla 7. Concentraciones de pELMO extraído 
Muestras ng/µl  Muestras ng/µl 
1 471,2  8 77,3 
2 555,6  9 303,9 
3 108,3  10 456,7 
4 487,2  11 565,6 
5 218,4  12 330,6 
6 129,6  13 387,4 
7 184,6    
 
 Concentraciones en ng/µl de diferentes extracciones de vector pELMO representadas con los números 
del 1-13. 
5.6.2. Digestión enzimática  
 
La utilización de 10 U de enzima SmaI, generó fragmentos entre 3000 y 3306 
pb, tal como se muestra en le figura 15, los cuales fueron comparados con la 
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banda de altura 3306 pb (pELMO sin digerir); estos fragmentos fueron 
seleccionados con base en el fundamento de que la enzima de restricción SmaI 
produce extremos romos, es decir, cortes a la mitad de la secuencia blanco que 
no deja extremos de cadena sencilla.                   
 
 
Figura 16. Corte enzimático de pELMO. Diferentes digestiones representadas con bandas a la altura de 
3306 pb (pELMO digerido) y una única banda con una mayor altura (pELMO sin digerir). Nota Pelmo 
SD: pELMO sin digerir; Mpb: Marcador de 1Kb.  
 
 
5.6.3. PCR convencional y purificación de vector e inserto 
 
En la figura 16 se muestran bandas a la altura de 328 pb en cada muestra de 
individuo heterocigoto con el fin de obtener productos con extremos romos que 
serán juntados con el vector digerido; el cual también los tiene.   
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Figura 17. Purificación de productos PCR. Amplificación de bandas a la altura de 328 pb por PCR 
convencional. Nota: Mpb: Marcador de 50 pb; letra H: Individuo heterocigoto.  
 
Asimismo, cada producto de PCR y vector pELMO digerido fue purificado y 
cuantificado mediante el sistema µDROP en MultiSkan GO, tal como se 
muestra en la tabla 7. 
  
Tabla 8. Cuantificación de productos purificados 
Mx PCR ng/µl  Mx pELMO  ng/µl 
H2 82,9  1 41,6 
H3 108,1  2 24,6 
H4 103,6  3 33,6 
H5 93,6  4 49,3 
H6 111,7  5 40,8 
H13 33.9  6 29 
H21 64,5  7 36,2 
H22 68,2    
H23 62,6    
 
Concentraciones en ng/µl de muestras de producto de PCR purificadas (tabla izquierda) y pELMO 
digerido purificado (tabla derecha). Nota: Mx PCR: Productos de PCR de cada individuo heterocigoto; 
Mx pELMO: Muestras purificadas de vector pELMO digerido; Letra H: Individuo heterocigoto.    
 
5.6.4. Transformación 
 
En la figura 17 se muestra el crecimiento de colonias celulares recombinantes, 
es decir, colonias bacterianas con el inserto de 328 pb (Exón II), resistentes a 
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la ampicilina.  
 
 
Figura 18. Colonias recombinantes. Crecimiento de colonias recombinantes, aproximadamente de 10-
30 colonias por caja de Petri. Nota: H22: Colonias del individuo 22 (C2).  
 
Cada colonia por cada individuo fue repicada en otra caja de Petri con cuadricula 
numérica. Después de un tiempo de incubación de 37°C por 12-16 horas, las 
colonias tuvieron un crecimiento favorable. Algunos ejemplos se muestran en la 
figura 18.   
 
 
Figura 19. Replicación de colonias recombinantes. Crecimiento de colonias recombinantes en 
cuadricula numérica. 
 
A su vez, se realizó siembra por agotamiento de células competentes JM109, 
con el fin de verificar su correcto crecimiento, tal como se muestra en la figura 
19.  
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Figura 20. Siembra células JM109. Siembra por agotamiento de células competentes de JM109. 
Obsérvese su correcto crecimiento libre de contaminación.  
 
5.6.5. PCR de colonia  
 
Amplificación de bandas a la altura de 328 pb en la mayoría de las colonias por 
individuo. Las colonias donde no se observaron banda fueron descartadas, 
obsérvese esto en la figura 20. 
 
 
 
 
Figura 21. PCR de colonia. Amplificación de bandas al tamaño de 328 pb con lo que se confirma la 
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presencia del inserto en la colonia (Colonia recombinante). A su vez, se observan bandas de dímeros de 
primer a < 50 pb. Nota: letra H: Individuo heterocigoto; Mpb: Marcador de 50 pb  
 
 
Por otra parte, en una PCR de colonia realizada se observó amplificación de 
una banda tenue en el control negativo, por lo cual, se procede a realizar 
nuevamente PCR, pero con cambio de reactivos y utilizando como templado el 
plásmido recombinante. Lo anterior es para confirmar la presencia de inserto y 
descartar contaminación (figura 21). 
A 
 
 
 
B 
 
 
 
Figura 22. PCR de colonia con plásmido purificado. A: PCR de colonia. Amplificación de bandas a la 
altura de 328 pb. Sin embargo, se observa una banda a la misma altura en el control negativo. B: PCR a 
partir de plásmido; obsérvese bandas a la altura de 328 pb, sin banda en el control negativo y bandas a 
una altura mayor de 2000 pb, pertenecientes a plásmido sobrante en la muestra. Nota: letra H: Individuo 
heterocigoto; Mpb: Marcador de 50 pb; CN: Control negativo  
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5.6.6. Análisis de secuencias de plásmido 
 
En todos los electroferogramas de las muestras secuenciadas no se encuentra 
una lectura clara en su observación, ni la secuencia del inserto esperado (Exón 
II 270 pb). En la figura 23 se muestra un ejemplo de lo anteriormente dicho.  
 
Figura 23. Electroferograma de secuencia recombinante. Electroferograma con secuencia de la muestra 
H4 col 1 exón II (270 pb). Nótese que la lectura no es clara. Nota: Pico verde: Adenina, Pico rojo: 
Timina, Pico azul: Citosina, Pico negro: Guanina.    
 
Los resultados de la clonación celular no fueron los esperados, ya que los 
electrogramas no son claros y la secuencia arrojada en ellos concuerda con la 
inexistencia del inserto esperado SLA-DRB1 Exón II.  
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6. DISCUSIÓN 
  
 
 
El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) porcino es una región que contiene 
varios genes importantes relacionados con el sistema inmune y cumple un papel 
central en la presentación de péptidos antigénicos a las células T. Estos genes se 
encuentran ubicados en 7p1.1 y 7q1.1 del cromosoma porcino y codifican un grupo de 
glicoproteínas de superficie de membrana llamadas antígenos leucocitarios porcinos 
(SLA), los cuales son inmunógenos importantes paras las respuestas humorales y 
mediadores importantes de las respuestas inmunes celulares a través de la 
presentación directa e indirecta de los péptidos a las células T. Por lo tanto, es 
importante elucidar las estructuras del SLA en cerdos colombianos para aportar 
conocimientos a la realización de vacunas peptídicas porcinas y aportar a la 
investigación de xenoinjertos porcino-humano (2,25,26). 
 
La metodología de muestreo de la totalidad poblacional realizada en este trabajo es 
referenciada de estudios hechos por Thong et al (2011), Gao et al (2014) y Gimsa et 
al (2016). Otra metodología es tomar una muestra significativa de animales dentro de 
una población como lo realizado por Ho et al (2006). No obstante, este método es 
utilizado cuando la densidad poblacional es muy grande, caso contrario al de este 
estudio en donde la cantidad de animales dentro del sitio de producción no 
sobrepasaban los 31 individuos. 
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Por otra parte, la calidad o pureza del ADN fue calculada a través de la absorbancia a 
260 nm y 280 nm (A260 y A280). En un estudio realizado por Daza et al (2014) 
compararon dos métodos de extracción de DNA diferente y encontraron que usando 
uno de esos kits el promedio de la absorbancia 260/280 para el DNA extraído era de 
2.55. En este estudio se obtuvo un promedio de 2.45, a pesar de que existieron 
muestras por debajo de una relación menor a 1.5. Sin embargo, González et al, (2011) 
reportan que se han realizado ensayos de PCR satisfactorios con ADN extraído de una 
relación de 1.2. Por otra parte, la utilización de kits que utilicen proteinasa K y la 
prolongacion de su tiempo de contacto con el ADN, mejoran la calidad del mismo ya 
que permite la hidrolisis de proteinasas y remoción de contaminantes. Por ende, los 
resultados de PCR mejoraran considerablemente (28, 29). 
 
Casos especiales donde también se puede tener fallas en las PCR, diferente al tema 
de pureza del DNA, son lo que comprometen a las sustancias inhibidoras o factores 
inhibitorios (30). Esto probablemente fue lo que ocurrió con la muestra 4 (Mx4), la cual 
tuvo que ser extraída varias veces ya que no amplificaba correctamente la PCR. A 
pesar de que se logro amplificar el producto de PCR con los cebadores α- actin y con 
el segundo par de cebadores SLA F y R, en la mayoría de las PCRs se obtuvo una 
amplificación muy tenue. Algunas causales de lo anterior es la presencia en sangre del 
grupo Hemo, heparina, anticuerpos y lípidos, que dependiendo de la concentración 
pueden afectar la PCR.  
 
El comité de nomenclatura SLA publico una lista de todos los genes SLA conocidos y 
sus secuencias alélicas mediante la base de datos IPD-MHC SLA. A su vez el software 
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BLAST en NCBI permite analizar la estructura, característica y diferencias en 
nucleótidos de los diferentes alelos (32, 33). 
 
Lo anterior, permitió identificar en los cerdos de las líneas SuperMom 52, Línea 410 
PIC y Cruce SM52 x 410 PIC estudiados en este trabajo, que el alelo DRB1*10:01:01 
tiene una frecuencia del 58.52% de la totalidad de los alelos encontrados, siendo así 
el alelo más común en la población estudio (24/31 animales). Este fenómeno también 
se ha reportado en otros estudios. Por ejemplo, Thong et al (2011) estudiaron el Gen 
SLA-DRB1 en 415 individuos de 7 poblaciones e identificaron 18 alelos, dos de los 
cuales fueron los más comunes para la mayoría de las razas. Gao et al (2014) estudió 
la raza china de cerdos Bama definiendo así, un número limitado de alelos 
concordando con un fondo genético estrecho, es decir, mayor homogeneidad genética. 
Por lo cual, el haplotipo más prevalente fue el Hp-35.6 (SLA-1*1201, SLA-1*1301-SLA-
3*0502-SLA-2*1001-DRB1*0501-DQB1*0801) ya que se identificó en 182 cerdos 
Bama con una frecuencia del 32.38%. Según Ho et al (2009), este fenómeno podría 
ser causado por algunos genes dominantes o haplotipos relacionados con el SLA o la 
selección compleja o natural, y la consanguinidad. 
 
Un individuo homocigoto es aquel que tiene un genotipo con genes funcionalmente 
idénticos, el cual produce solamente un tipo de gameto. En cambio, el individuo 
heterocigoto es aquel que tiene un genotipo con genes funcionalmente diferentes, el 
cual produce diferentes tipos de gametos. A nivel general, en la población estudio se 
encontró un porcentaje alto de individuos homocigotos (67.74%) frente a un porcentaje 
de individuos heterocigotos (32.25%). Ando et al (2011) realizaron un estudio más 
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profundo para identificar la heterocigocidad en 415 cerdos de 7 razas diferentes. El 
nivel observado de heterocigocidad promedio fue de 55.9% que es inferior a lo 
reportado por Luetkemeier (~ 80%); la raza Duroc tuvo 28.12%, Miniatura 65.79%, las 
otras razas tuvieron un porcentaje similar a; Yorkshire 74.19%, Berkshire 67.74%. 
Según Charlesworth (2003), uno de los efectos de la consanguinidad es el aumento 
en la frecuencia de homocigotos y perdida de la heterocigosidad, generando así, la 
reducción de los tamaños efectivos de la población que trae como consecuencia la 
disminución en la diversidad genética.  
 
Por lo tanto, el análisis de la frecuencia alélica y el porcentaje de individuos 
homocigotos arrojados en el presente estudio es importante, ya que arroja datos 
generales de consanguinidad y por ende informa el grado de diversidad a nivel del 
sistema inmunológico de la población estudio; permitiendo así, generar planes de 
contingencia para disminuir esta variable en la producción porcícola del Remanso. Sin 
embargo, es necesario realizar un estudio genético poblacional intra-racial y molecular 
que permita determinar y verificar la hipótesis anteriormente dicha. 
 
Siguiendo el orden de frecuencia alélica, de particular interés, los dos alelos con mayor 
frecuencia en este estudio (DRB1*01:01: 14.63% y DRB1*10:01:01: 58.52%), han sido 
asociados al desarrollo de la enfermedad de la artritis reumatoide en humanos. En un 
estudio realizado en humanos por Garavito et al, (2013) se encontró que el alelo 
DRB1*01:01 tuvo una frecuencia del 20 %, asociándose así, como un marcador de 
susceptibilidad hacia la enfermedad de artritis reumatoide. Scholz (2017), categorizo 
estos alelos como marcadores de susceptibilidad intermedia en el desarrollo de la 
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enfermedad en humanos. En cerdos, la artritis es causada por diferentes agentes 
infecciosos como lo son: Erysipelothix rhusiopathiae, Haemophylus parasuis, Brucella 
suis, Streptococcus suis, Mycoplasma hyosynoviae, entre otros (37). Sin embargo, no 
se han realizado estudios que demuestren el papel de los alelos encontrados en este 
trabajo como condicionantes de susceptibilidad hacia el desarrollo de enfermedad 
reumatoide en cerdos, lo cual es un tópico interesante de investigación.  
Por otro lado, en varios estudios realizados al SLA se han encontrado nuevos alelos. 
Por ejemplo, Gao et al (2014) identificaron 18 nuevos alelos, Chen et al (2004) 
encontraron 3 nuevos alelos y posteriormente en el año 2014 encontraron 12 nuevos 
alelos. Así como estos, muchos estudios han ayudado a alimentar la base de datos 
IPD-MHC SLA con nuevas alternativas génicas. Sin embargo, en el presente estudio 
no se encontraron otros alelos a los reportados en la base de datos. No obstante, se 
tiene que tener en cuenta que el porcentaje de identidad con respecto a los alelos 
reportados de las secuencias de individuos heterocigotos (90 – 97%), no es el 100%. 
Por consiguiente, el desarrollo de métodos bioinformáticos, los cuales pueden ser una 
alternativa para la identificación de alelos, así como también métodos de clonación 
celular; son opciones para confirmar o establecer los alelos de individuos heterocigotos 
y homocigotos. 
 
Dentro del método de clonación, se ha reportado el uso del vector pELMO, el cual 
según Ramos et al (2017) fue diseñado en la FIDIC como una opción alternativa para 
simplificar la clonación y evitar la aparición de clones que carecen de insertos. La 
clonación de productos de PCR en el vector pELMO tiene varias ventajas, ya que 
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ofrece hasta un 90% de recombinantes bajo selección positiva, y, además, ser una 
opción barata y fácil de usar para la clonación. No obstante, se han reportado casos 
en que los vectores de plásmidos con sistemas de selección positivos, han presentado 
varios clones recombinantes que carecen del inserto (39,40). Esto se origina a partir 
de impurezas producidas por endonucleasas de restricción o productos de 
amplificación inespecíficos que se ligan más en el vector. Por lo tanto, la purificación 
del producto de PCR es indispensable para evitar los dímeros de cebadores y otros 
productos no específicos (38). 
 
Lo anterior, pudo haber sido un factor determinante en la falla en la clonación molecular 
realizada en este trabajo, ya que, al tener extremos romos (producidos por la SmaI) la 
posibilidad de que cualquier producto no especifico se ligue al vector es mayor, en 
comparación de la utilización de productos con extremos cohesivos. No obstante, el 
arduo trabajo realizado en este estudio fue de vital importancia para evaluar uno de los 
tipos de metodología molecular, y tomar otro camino para próximos estudios. Además, 
cabe resaltar que es el primer acercamiento a la clonación celular del gen SLA DRB1 
(exón II) reportado en la especie porcina en Colombia.   
 
Por otra parte, en el proceso de ligación; las condiciones del termociclador utilizadas 
en este estudio fueron basadas en lo realizado por Lund et al (1995) donde 
evidenciaron mediante un método diferente de ligación que la eficiencia de clonación 
mejoro notablemente, en comparación de los métodos comúnmente utilizados. Esta 
eficiencia fue mejor en el método de clonación celular con productos de extremos 
cohesivos. Por consiguiente, al evidenciar que el método de clonación utilizado en este 
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estudio no proporciono los resultados esperados, se recomienda que, para la 
verificación de los alelos identificados en animales heterocigotos, se maneje la 
metodología de productos con extremos cohesivos, otro vector y lo reportado por Lund 
et al, lo cual podría aumentar la variable de especificidad y por ende la obtención de 
buenos resultados. 
 
Paralelamente al método de clonación molecular, se comenzó a ajustar a la especie 
porcina una herramienta bioinformatica llamada Haplofinder desarrollada por la 
universidad de Edimburgo en el reino unido, la cual tiene como base el desarrollo de 
un sistema de tipificación de las secuencias del Exón II del gen BoLA- DRB3. Esta 
herramienta toma las secuencias del SLA-DRB1 reportadas en la base de datos del 
IPD-MHC, denomina las ambigüedades de individuos heterocigotos con el sistema 
IUPAC, dando como resultado la identificación del 100% con el alelo. A partir de allí, 
se obtuvieron resultados más específicos en cuanto a la identificación de los alelos en 
individuos heterocigotos (Tabla 9). Sin embargo, se requiere seguir trabajando en esta 
herramienta para que en estudios próximos sea de apoyo a la clonación celular 
ahorrando así tiempo y dinero. 
Tabla 9. Identificación de alelos con método Haplofinder 
# Muestra Alelo 
SLA 3 
 
SLA 5 
 
SLA 6 
DRB1*02:01:02 
 
DRB1*10:02 
 
DRB1*10:05 
 
DRB1*10:07 
 
DRB1*10:02 
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SLA 13 
 
SLA C1 
 
SLA C2 
 
SLA C3 
 
SLA C5 
 
SLA C8 
DRB1*12:01:01 
 
DRB1*10:01:01 
 
DRB1*10:07 
 
DRB1*13:02 
 
DRB1*10:02 
 
DRB1*02:09 
 
DRB1*03:01 
 
DRB1*13:02 
 
DRB1*10:02 
 
DRB1*01:04 
 
DRB1*02:05 
 
DRB1*01:05 
 
DRB1*10:01 
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7. CONCLUSIONES 
 
1. La información obtenida en este trabajo es esencial para comprender la 
frecuencia alélica y polimorfismo del gen SLA-DRB1 en la población de cerdos 
de la sede el remanso U.D.C.A y, por lo tanto, será útil para profundizar en el 
estudio de la respuesta inmune y desarrollar vacunas alternativas (como las 
peptídicas) para los nuevos retos epidemiológicos de la población.  
 
2. El alelo con mayor frecuencia fue el DRB1*10:01:01 (24/31 animales), que, junto 
con la proporción de individuos homocigotos dan un panorama general del nivel 
de diversidad genética en cuanto al sistema inmune de la población estudio. 
 
3. A pesar de que el método molecular no arrojo los resultados esperados, es el 
primer acercamiento a la clonación celular del gen SLA DRB1 (exón II) en la 
especie porcina colombiana. 
 
4. Con el fin de implementar en Colombia y en el mundo la utilización de vacunas 
peptídicas, es necesario realizar estudios moleculares en la mayor cantidad de 
razas porcinas tanto endémicas colombianas, como mundiales. Lo anterior es 
con el fin de obtener conocimientos genéticos que alimentarían las bases de 
datos inmunes del complejo mayor de histocompatibilidad clase II.   
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9. ANEXOS 
 
 
9.1 
 
FICHA PARA LA PRESENTACION DE PROPUESTAS AL COMITÉ DE BIOETICA 
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS 
UNIVERISIDAD DE CIENCIAS APLICADAS Y AMBIENTALES U.D.C.A 
 
 
Investigadores  
Carmen Teresa Celis Giraldo 
Darwin Andrés Moreno Pérez    
Nidia Alejandra Martínez Benavides        
 
Aprobación No. __________ 
Inicio del proyecto desde: 1 febrero 2018  
Finalización del proyecto: 15 enero 2019 
 
 
PROTOCOLO DE MANEJO Y CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORATORIO 
2014. 
(Favor completar este formulario según lo solicitado en cada ítem, sin borrar 
o eliminar los encabezados. Si algún punto no aplica a su protocolo, indicar 
N/A.  
Si es necesario, favor adaptar la tabla en D.2.1 a la especie utilizada) 
 
A.-   ANTECEDENTES ADMINISTRATIVOS 
 
1.-  Título del Proyecto: “Análisis molecular de SLA-DRB1 en cerdos ubicados 
en el norte de la ciudad de Bogotá D.C” 
2.-  Académico Responsable: Carmen Teresa Celis 
Jerarquía académica: Docente de Tiempo completo 
3.-  Laboratorio o Unidad Docente al que pertenece el Académico Responsable:  
 Convenio Fundación instituto de inmunología de Colombia – Universidad de 
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A 
4.-  Teléfono :  
3153037192 (Carmen Celis) email: ccelis@udca.edu.co    
3043647451 (Alejandra Martinez) email : nidmartinez@udca.edu.co 
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6.- Financiamiento del Proyecto: Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales 
U.D.C.A. 
Señale la Institución que avala el desarrollo de la investigación. Si el financiamiento 
proviene de su Unidad Académica incluya una carta de respaldo del director que 
corresponda. 
7.- Listado de personas autorizadas para el manejo de los animales. Indique su 
capacitación, función (ej. NN, bioquímico, inoculación de animales) y vínculo con 
el laboratorio o Unidad Docente.  NO OLVIDE que debe comunicar oportunamente 
al Comité si se produce un cambio en el presente listado. 
  
NOMBRE CAPACITACIÓN FUNCIÓN VINCULO/LAB. /UD  
Carmen Celis Posgrado Realización de toma 
de muestras  
Docente 
     
8.- Teléfono en caso de una emergencia con los animales en horario no laboral 
  Avisar a: *Carmen Celis 31530307192   
 
 
B.- ANTECEDENTES DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO 
1.-   Especie(s) utilizada(s): Porcina 
2.-  Edad/Estado de desarrollo: Cerdas adultas: 3 años y medio, cerdas de reemplazo: 
5 meses, macho: 1 año y medio, lechones en etapa de lactancia.   
3.-  Sexo: Machos y hembras 
4.-  Lugar de obtención de los animales: Universidad de Ciencias Aplicadas y 
Ambientales. Sede El Remanso.  
5.-  Lugar de alojamiento (Todo bioterio debe cumplir con las normas internacionales 
de mantención de animales de experimentación). Los animales se encuentran en 
las instalaciones porcinas en “El remanso”. En este momento los animales se 
encuentran en sus corrales. Diariamente reciben alimento, y agua a voluntad.  
7.-  Lugar de procedimientos: Sede el Remanso. Universidad de Ciencias Aplicadas y 
Ambientales U.D.C.A 
8.-  Ubicación física del lugar de procedimientos (Ej., zócalo pabellón E1, Programa...): 
Corrales 
9.-  Número total de animales a utilizar: 23 (6 cerdas adultas, 8 cerdas de reemplazo, 
8 lechones en lactancia y 1 macho). 
10.-  Método(s) de Identificación del animal: Chapetas  
11.- Si el lugar de obtención de los animales es distinto del lugar de alojamiento, 
indique detalladamente las condiciones de transporte de los animales. Remita 
certificación del SAG o institución autorizada, si procede. N.A 
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___________________________________________________________________ 
C.- PROPÓSITOS DE LA INVESTIGACIÓN 
 
1.-  Señale el o los propósitos(s) principal(es) del Proyecto en un párrafo no superior a 
12 líneas.  Éstos deben ser explicados de manera que sean comprensibles para 
el ciudadano común, informado.  Además, la relevancia del Proyecto debe 
quedar clara para el comité: 
La evaluación del sistema inmunológico porcino es importante para comprender su 
papel en la resistencia a enfermedades y a la respuesta vacunal. Cabe resaltar que, 
la identificación y análisis de los genes inmunológicos son propicios para la 
selección de animales resistentes e inmunocompetentes que afronten 
adecuadamente factores externos y/o internos que pongan en riesgo su salud. Por 
otra parte, el conocimiento inmunológico es indispensable para la realización de 
vacunas peptídicas, ya que se tendría una mayor eficacia vacunal. 
En Colombia, no se han realizado estudios de tipificación o identificación de los 
genes inmunológicos. Por lo tanto, el conocer las respuestas del sistema inmune a 
la vacunación muestra la posibilidad de reducir costos mediante la supresión de las 
muertes por infección, a través de, la selección de cerdos con respuestas efectivas 
de anticuerpos vacunales.  
Asimismo, esta investigación será de base de un proyecto de mayor complejidad 
que se realizará bajo el convenio FIDIC-UDCA.  
2.-  Justifique el uso de ANIMALES, en vez de usar modelos alternativos. 
En la actualidad existen diversos modelos para estudiar los aspectos inmunológicos 
porcinos, pero no se han desarrollado modelos que reemplacen el funcionamiento 
integral del sistema inmune. Por lo tanto, es indispensable el manejo de los 
animales para esta investigación.   
La idea en el caso del estudio es obtener sangre venosa la cual será almacenada 
en tubos con anticoagulantes (EDTA) y será conservada a -20°C hasta su posterior 
extracción de ADN para realizar el procesamiento mediante la técnica molecular 
PCR, para así, realizar el análisis inmunológico de tipificación del gen DRB1 
responsable de la respuesta inmune en esta especie. Con dicho proyecto se 
pretende generar un conocimiento más profundo del sistema inmune en la 
población de estudio.  
3.- Explique las características que justifiquen el uso de esta(s) ESPECIE(s): 
Se decide tomar como patrón de experimento a los porcinos y no otra especie, 
como roedores de laboratorio, debido a que las características inmunológicas 
varían dependiendo de cada especie. A su vez, no se han realizado estudios en 
Colombia en cuanto al análisis de los genes inmunológicos de la especie porcina, 
siendo esto importante de conocerlo para la realización de vacunas y la selección 
de animales resistentes a enfermedades.  
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Por otra parte, la especie porcina está siendo estudiada para la realización de 
xenotrasplantes ya que sus características inmunológicas, su tamaño compatible y 
su posible disponibilidad, lo hacen una especie donadora de órganos xenogénicos 
para uso en humanos (1). Por consiguiente, los estudios inmunológicos porcinos se 
hacen cada vez más relevantes de realizar.  
4.- Justifique el NÚMERO de animales a utilizar.  Recuerde que, de acuerdo a las 
normas internacionales de bioética animal, se debe utilizar el mínimo de 
animales necesario para obtener resultados válidos. 
En este caso se utilizarán el total de los animales (23) de la sede El Remanso, ya 
que es un número adecuado para realizar esta investigación y coincide con los 
reportes hechos en la literatura. 
___________________________________________________________________ 
(1) Kubicki N., Laird C., Pierson, R. N & Azimzadeh A.M. (2009). Current status of 
xenotransplantation. Jama, 301(9), 967-969. Recuperado de base de datos Science   
 
 
 
D.- DESCRIPCIÓN GENERAL DEL EXPERIMENTO 
1.-  Describa la secuencia de TODOS los procedimientos a seguir con los animales. 
Explicite el curso temporal en los procedimientos crónicos. El detalle de 
procedimientos no quirúrgicos (manipulación y administración de sustancias) debe 
incluirse en la Sección E. El detalle de los procedimientos quirúrgicos debe 
incluirse en la Sección F.   
Una vez se proceda con el manejo animal, se tomarán muestras de sangre de vena 
yugular o de oreja en tubo tapa lila. Inmediatamente las muestras serán 
refrigeradas a 4°C y se transportarán hacia el laboratorio de investigación en las 
instalaciones del instituto de inmunología de Colombia (FIDIC) en una nevera de 
icopor. Al llegar allí, las muestras se almacenarán a <20°C hasta su 
correspondiente extracción del ADN.  
 
2.1   PAUTA DE SUPERVISION DE ANIMALES  
 
Se recomienda que, en todos los procedimientos experimentales, especialmente 
aquellos que involucren procedimientos quirúrgicos de tipo invasivo, se incluya un 
protocolo de supervisión de los animales que se utilizarán para la investigación. Uno de 
los protocolos más empleados es el propuesto por Morton y Griffiths (Guidelines on 
the recognition of pain, distress and discomfort in experimental animals and 
an hypothesis for assessment: Vet Rec 116: 431-436, 1985), el cual permite 
cuantificar el dolor y aflicción causados por un determinado procedimiento para poder 
tomar las medidas apropiadas para aliviarlos. Este protocolo considera 5 características 
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y a cada animal se le asignará una puntuación por cada una de estas características, 
de acuerdo a las variables mencionadas en la siguiente tabla: Desde que están en las 
instalaciones de la Universidad, estos individuos han sido monitoreados diariamente, 
con la realización del examen clínico y reporte de signos de enfermedad.  
 
CARACTERISTICA VARIABLE PUNTUACION 
Ausente
Inferior al 10%
Entre 10 y 20%
Superior al 20%
Normal
Pelo en mal estado
Presencia de secreciones oculares o  nasales
Postura anormal
Normal
Cambios pequeños 
Inactividad
Ratas muy inquietas o inmóviles
Normal
Cambios pequeños 
Cambios moderados
Ratas agresivas o comatosas
Normal 
Cambios pequeños 
Cambios moderados en la frecuencia cardíaca o respiratoria
Cambios significativo en la frecuencia cardíaca o respiratoria
Comportamiento frente a la manipulación
Constantes vitales
Pérdida de peso
Aspecto
Comportamiento espontáneo
 
Las variables serán evaluadas semanalmente por un médico veterinario. Si un animal 
obtiene una puntuación de 3 en más de una variable, se considerarán con una 
puntuación de 4. De acuerdo a la siguiente puntuación total, se determinará la medida 
a la cual recurrirá el médico veterinario para mitigar el sufrimiento de los animales: 
0-4: Normal. 
5-9:  Requiere supervisión cuidadosa y se evaluará el uso de analgésicos. 
10-14:  Sufrimiento intenso, requiere analgésicos y se evaluará su muerte por 
eutanasia. 
15-20:  Suprimir el procedimiento y someter a eutanasia. 
Estos animales han sido monitoreados con la realización de exámenes físicos completos 
desde que están en las instalaciones de la universidad, y a la fecha no han manifestado 
signos de mal manejo.  
 
2.2.- Agregue otros criterios de supervisión de animales (otros sistemas, ej.: 
sistema nervioso, digestivo etc.) N.A 
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Con mi firma al final del Protocolo me comprometo a observar esta pauta. 
3.- Describa los criterios de interrupción o punto final del trabajo con el animal, 
durante el experimento, además de lo indicado en D.2. 
  (Incluya en su descripción el procedimiento esperado de finalización y 
las circunstancias en que el experimento será interrumpido para evitar sufrimientos 
innecesarios al animal. Si su protocolo incluye experimentos crónicos con inducción 
de patologías, indique explícitamente en qué momento se sacrificarán los animales 
y qué grado de compromiso de bienestar general se espera en esas condiciones).   
 
___________________________________________________________________ 
 
E.- PROCEDIMIENTOS NO QUIRÚRGICOS.  (Manipulación del animal y administración 
de sustancias). N.A 
1.- Identifique y describa el o los procedimientos(s) no quirúrgicos(s) a realizar.  
(Incluya en su descripción Administración de substancias, vía, sitio y forma de 
hacerlo, volumen, horario y frecuencia, métodos de sujeción o inmovilización del 
animal, uso de radiación: Dosis, horario y frecuencia, otros procedimientos: 
estudios de supervivencia – biopsias) 
      El procedimiento se realizará de acuerdo con lo reportado en la literatura. Para 
acceder a la vena yugular en animales de pequeño tamaño, se busca el surco 
yugular mediante la extensión del cuello y la retracción del miembro anterior 
caudalmente. La vena yugular es un gran vaso sanguíneo en el que se puede 
acceder con una aguja de 20g, 1.0-1.5” (2). 
                  
___________________________________________________________________ 
(2) Swindle M.M. Sample Collection Series: Blood Collection in Swine. Recuperado de 
http://www.sinclairresearch.com/assets/sites/2/Blood-Collection-in-Swine.pdf  
Para animales de gran tamaño de 40 a 200 Kg, la vena de la oreja puede ser utilizada 
realizando en la base de la misma presión, y, por lo tanto, los vasos sanguíneos serán 
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visibles. Se limpiará la piel con algodón y alcohol quirúrgico. Se utilizará una jeringa 
con una aguja de 20 g 16 mm (5/8"), y se extraerá 5 cm de sangre la cual se 
almacenará en tubo tapa lila. Sin embargo, este procedimiento será realizado bajo la 
supervisión de la doctora Diana Diaz.  
 
2.-  Indique nombre y experiencia de la(s) persona(s) que efectuará(n) los procedimientos 
no quirúrgicos  
 
     Diana Díaz                   Cuatro (4) años de experiencia en manejo porcino. 
     Carmen Celis         Docente de farmacología y toxicología en especies animales          
  
3.- Indique las condiciones en que se mantendrán los animales en los períodos entre 
las distintas intervenciones N.A 
    
F.- PROCEDIMIENTOS QUIRÚRGICOS 
 
1.- Identifique y describa el o los procedimientos(s) quirúrgicos(s) a realizar. Indique 
métodos de asepsia que utilizará. N.A 
2.-  Indique nombre y experiencia de la(s) persona(s) que efectuará(n) procedimientos 
quirúrgicos. N.A 
3.-  Condiciones del lugar donde se efectuará el procedimiento quirúrgico. N.A 
4.-  Si el o los procedimientos(s) quirúrgico(s) incluye supervivencia del animal 
indique el cuidado postoperatorio requerido e identifique a la persona 
responsable. N.A 
5.-  Indique si los animales a utilizar en el estudio, han sido previamente sometidos a 
algún procedimiento invasivo o quirúrgico N.A 
6.-  Justifique si un mismo animal será sometido a procedimientos quirúrgicos más de una 
vez. N.A 
___________________________________________________________________ 
 
G. DOLOR Y AFLICCIÓN.  
 
 1.-  Indique en la Tabla, cuántos animales sufrirán las siguientes categorías 
de dolor y/o aflicción. 
   
 No. animales Manejo terapéutico 
A. Dolor o aflicción 
mínimo, transitorio                                         
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B. Dolor o aflicción 
aliviado por medidas 
apropiadas 
 
23 
 
Meloxicam  
c. Dolor o aflicción sin 
alivio asistido 
  
 
 
2.-  Anestesia, Analgesia y Tranquilizantes.  Para los animales indicados en la 
Tabla, filas A o B, especifique los anestésicos, analgésicos, sedantes o 
tranquilizantes que serán utilizados. Indique el (los) nombre(s) de(los) agente(s) 
usado(s), la dosis, ruta y frecuencia de administración.  
       Analgésico: Meloxicam 0.4mg / Kg, IM, dosis única. En caso de ser necesario se 
puede administrar una segunda dosis después de 24 horas. Tiempo de retiro: los 
animales no deben ser sacrificados para consumo humano hasta 15 días después 
de finalizado el tratamiento.   
 
3.-  Si hay animales indicados en la fila C de la Tabla, se debe justificar por qué 
está contraindicado el uso de anestésicos, analgésicos, sedantes o tranquilizantes 
durante o después de los procedimientos que causan dolor o aflicción (incluya 
referencias). N.A 
 
H.- DISPOSICIÓN DE LOS ANIMALES AL FINAL DEL ESTUDIO.  
 
1.-  EUTANASIA. Describa detalladamente el método de eutanasia. Si se usa un 
agente químico, especifique, dosis y ruta de administración. Si su método de 
eutanasia incluye decapitación o dislocación cervical SIN anestesia, incluya una 
justificación científica. N.A 
2.-  ELIMINACIÓN DE DESECHOS. La eliminación de los cadáveres debe realizarse de 
acuerdo con las normas de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Pecuarias. Si la 
eliminación o el destino de los cadáveres es distinto al señalado, se debe 
explicar. N.A 
 
3.- SUPERVIVENCIA Describa la disposición y destino de los animales en caso de 
experimentos en que los animales no son tetanizados al término del procedimiento. N.A 
 
I.-SUBSTANCIAS DAÑINAS PARA ANIMALES O SERES HUMANOS 
1.-  El uso de substancias peligrosas en la investigación con animales requiere de una 
aprobación separada. Es su responsabilidad contar con la(s) autorización(es) 
correspondiente(s). Si es relevante, incluya las autorizaciones correspondientes, 
con este documento. Debe comunicar a la Unidad de Bioseguridad de la 
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Facultad, si sus animales tendrán algún riesgo potencial para seres 
humanos en forma directa o para el medio ambiente. N.A 
Señale a continuación aquellas substancias que utilizará. 
  
   SI              NO Lista de substancias y 
documentación, si 
corresponde 
Radionúclidos        
Agentes Biológicos        
Drogas o químicos peligrosos       
ADN Recombinante        
 
2.-  Describa las prácticas y procedimientos requeridos para el manejo y disposición de 
animales contaminados y material asociado con este estudio. También describa el 
procedimiento para el retiro de material y basura radioactiva y el monitoreo de la 
radioactividad. N.A 
3.- Consideraciones de seguridad adicionales: N.A 
 
 
 
___________________________________________________________________ 
J.- MATERIAL BIOLÓGICO/PRODUCTOS ANIMALES PARA SU USO EN 
ANIMALES (por ej., líneas celulares, antisueros, etc.). N.A 
1.- Especifique el material: 
..................................................................................................... 
2.- Origen: ............................    Material estéril o pretratado   Si ...........           No
  ............. 
3.- Indique si el material ha sido probado para las potenciales infecciones conocidas 
que      derivan de él    Si .................            No ................... 
4.- Certifico que este material proviene de fuentes formales, no contaminadas y no ha      
estado en contacto con animales o posibles fuentes de contaminación 
     Si ....................           No ................... 
_________________________________________________________ 
 
K.- REQUERIMIENTOS ESPECIALES N.A 
 
Especifique algún requerimiento especial de la investigación propuesta.  
 
_________________________________________________________ 
L.- CERTIFICACIONES DEL ACADÉMICO RESPONSABLE 
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1.-  Certifico que, a mi juicio, la investigación propuesta no constituye una duplicación 
innecesaria de investigaciones previas 
2.-  Certifico que todas las personas bajo mi supervisión y responsabilidad que 
participan en los procedimientos con los animales, trabajarán de acuerdo con las 
normas y reglas éticas vigentes nacionales e internacionales. 
3.-  Si ha completado la SECCIÓN G filas B y C: 
Certifico que he revisado la literatura científica y base de datos pertinentes sin 
encontrar procedimientos válidos alternativos, y no estoy en condiciones de 
desarrollarlos.  
4.- Certifico que los antecedentes presentados en este Protocolo incluyen la 
totalidad de los procedimientos con animales propuestos en el Proyecto.  
5.- Me comprometo a solicitar y obtener la aprobación del Comité de Bioética Sobre 
Investigación en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile antes 
de iniciar CUALQUIER cambio al Protocolo aprobado, sea de procedimientos 
como de personal. 
 
 
                                  
 
 
